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Até o século XX era comum à comercialização de produtos sem serem testados quanto sua 
eficácia, sem a devida avaliação toxicológica e possíveis danos que estes poderiam causar a 
saúde de seus consumidores, acarretando em sérios danos á saúde humana, conforme esta 
descrito na literatura, devido a essa situação foi necessário um controle da toxicidade e 
fiscalização do produto final e seus ingredientes para garantir a segurança e eficácia dos 
mesmo para a população.                                                                                                           
Neste momento surge o teste de irritação ocular, teste de Draize, que utiliza coelhos para este 
fim, mas o uso de animais em experimentação têm sido severamente criticado e questionado 
por grupos defensores do bem estar dos animais, por levarem ao sacrifício e sofrimento 
injustificado de um número extraordinário de animais. Além de questões éticas, a busca por 
métodos alternativos, seguindo o princípio dos 3Rs, de Russel e Burch, é uma questão de 
grande relevância para os laboratórios oficiais de controle da qualidade. 
O objetivo desse trabalho foi elaborar uma revisão bibliográfica sobre os métodos alternativos 
ao teste de irritação ocular, teste de Draize, demonstrando as metodologias alternativas 
existentes atualmente no mercado mundial utilizadas para avaliação toxicológica de segurança 
de produtos, demonstrando os métodos válidos e validados, assim como fomentar a reflexão 
acerca de valores éticos sobre a preservação da vida animal. Para o levantamento desses dados 
foi realizada uma revisão de literatura em artigos científicos e sites consagrados nacionais e 
internacionais que tratam do assunto, foram levantados dados bibliográficos sobre os 
principais métodos alternativos existentes atualmente que substituem o uso de animais vivos 
na pesquisa científica, buscando também desde as primeiras leis elaboradas a proteção 
ambiental/animal, a consolidação do teste de irritação ocular, teste de Draize a atualidade 
sobre este métodos e os testes alternativos a este.  
Os métodos alternativos que são validados atualmente são: Teste in vitro de curta duração 
para danos oculares, Epitélio corneal humano reconstruído, BCOP, ICE e FL e os válidos: 
HET-CAM, CAM-TBS,IRE,RBC,NRU,QPT e MTT.                                                          
Apesar da grande quantidade de métodos existentes, a substituição completa de animais ainda 
não é possível em diversas áreas da experimentação, devido a isso esta sendo estudado uma 
bateria de testes, capazes de, a partir de uma avaliação conjunta, substituir o uso de coelhos, e 
através desta, desenvolver um sistema hierárquico onde animais sejam utilizados apenas para 
a confirmação da ausência de toxicidade, reduzindo ao máximo o risco. 
 
Palavras-chave: Coelhos, cosméticos, experimentação animal, irritação ocular, métodos 









Milhares de produtos de limpeza cosméticos, medicamentos e de higiene pessoal de uso 
tópico são lançados no mercado desde épocas remotas, e muitas das fontes de seus 
ingredientes são substâncias químicas sintéticas, que sem o devido controle de sua eficácia e 
toxicidade, podem acarretar sérios danos à saúde humana, logo é extremamente necessário 
garantir a segurança e eficácia dos mesmos, através do controle da toxicidade do produto final 
e dos seus ingredientes conforme vários autores relatam na literatura (ROMANOWSKI & 
SHUELLER, 1996; BRASIL, 2002). 
Até o século XX era comum a comercialização de produtos sem serem testados quanto 
sua eficácia, sem a devida avaliação toxicológica e possíveis danos que estes poderiam causar 
a saúde de seus consumidores. Nesse contexto, vale citar um dos casos mais conhecidos da 
literatura, classificado como uma das maiores tragédias da toxicologia no que se refere a 
problemas ocasionados pelo uso de produtos que foram lançados sem testes prévios. A 
tragédia ocasionada pelo uso de um cosmético, corante para cílios e sobrancelhas, que tinha 
em sua composição parafenilenodiamina, da linha Lash Lure, nos EUA que deixou 
aproximadamente 12 indivíduos cegos e levou a óbito uma mulher ( WILHELMUS, 2001). O 
FDA (Food and Drug Administration) divulgou o caso, com cartazes como o ilustrado na 
Figura 1, alertando a população para o risco associado ao uso do produto. 
Diante dessa situação a população necessitava de regulamentações que as protegessem do 
lançamento descontrolado de produtos, sem a devida avaliação toxicológica no mercado para 
consumo, portanto neste momento o FDA publicou a primeira lei Federal voltada para 
garantia toxicológica desses produtos, pois preconizava todas as medidas que deveriam seguir 


























FIG 1: Ilustração divulgada pelo FDA no ano de 1933. 
O cartaz descreve o mote da campanha da Lash Lure: “ Irradie personalidade”, e afirma 
“esta é a versão do fabricante para os efeitos de seu produto”  com a foto de uma das vítimas 
do Lash Lure, uma mulher de 38 anos de Ohio, EUA, horas antes fazer uso do produto). À 
direita: “ Totalmente cega: este foi o verdadeiro efeito de Lash Lure, em pelo menos um dos 
casos ( com a foto da mesma mulher com severa alteração bilateral de córnea, semana após 




A lista de princípios ativos tóxicos presentes em produtos para higiene pessoal e 
embelezamento era significativa. Há registros da comercialização de produtos como o 
Berry’sFreck®, uma pomada a base de mercúrio, o Anti-Mole®, um creme anti-sinais 
contendo 5% de ácido nítrico acrescido a 25% de ácido acético glacial, tônicos capilares 
como Dr. Denni’s® e Dewsberry® a base de cloreto de cobre e hidrato de cloro, ou ainda, 
xampus contendo em suas formulações substâncias hoje sabidamente carcinogênicas como 
o tetracloreto de carbono (ILAR, 2004; RIORDAN, 2004; COSTA, 2006). 
Pode-se citar também a tragédia do elixir de sulfanilamida, o uso de terapias fortificantes à 
base de Ra-226 e/ou Ra-228, ou ainda, a tragédia da talidomida (WAX, 1995; MACKLIS, 
1990; BOTTING, 2002). 
No final da década de 1930 eram tantos os casos de agravos à saúde e óbitos 
induzidos por produtos de uso comum nos EUA, que coleções conhecidas como “The 
American Chamber of Horrors: the truth about food and drugs”, organizada pela FDA – 
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“Food and Drug Administration”, e o best-seller americano “100.000.000 Guineapigs: 
dangers in everydayfoods, drugs, andcosmetics” foram publicadas com a 
finalidade de alertar a opinião pública para tal fato (Calver, 1936). 
E a partir dos registros publicados, autoridades americanas competentes publicaram a 
primeira Lei Federal, “The Federal Food, Drug, and Cosmetic Act” voltada para a garantia de 
segurança de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos, que regulamentou os produtos 
cosméticos e trouxe inovações para o campo de medicamentos, como por exemplo, a 
exigência de comprovação de eficácia/segurança de novos produtos numa etapa prévia a 
comercialização. 
Este Ato preconizava todas as medidas que os produtos cosméticos deveriam seguir antes de 
serem lançados no mercado, resultando no aumento da utilização de testes em animais, para 
que a partir destes fosse possível determinar as reações que garantissem a segurança e eficácia 
dos mesmos, através do controle da  toxicidade do produto final e de seus ingredientes 
(ROMANOWSKI & SCHUELLER, 1996; BRASIL, 2002).  
Portanto, no momento de crise do sistema de saúde pública americano, como fruto da 
necessidade detectada pelos órgãos regulatórios competentes de se controlar 
adequadamente aspectos relacionados à segurança de produtos cosméticos, antes mesmo, 
destes ganharem o mercado consumidor (KURIAN, 1998), foi desenvolvido o teste de 
irritação ocular, conhecido como teste de Draize, criado em 1944 pelo farmacologista John H. 
Draize do FDA e seus colaboradores, um teste biológico que utiliza coelhos para determinar a 
irritação ocular induzida por medicamentos, cosméticos e outras substâncias químicas, para 
avaliar o potencial toxicológico deste ao entrar em contato com o olho humano (DRAIZE et 
al., 1944., KAY e KALANDRA, 1962). 
 
1.2 TESTE DE IRRITABILIDADE OCULAR - TESTE DE DRAIZE 
 
Basicamente, o teste de irritabilidade ocular descrito por Draize, teve como objetivo 
avaliar os efeitos das substâncias na conjuntiva, na íris e na córnea de olhos de coelhos 
albinos. Para a realização do teste, foram utilizas no mínimo 9 coelhos, os quais foram 
colocados em uma estrutura que mantém suas cabeças imobilizadas. Em seguida, 0,1 mL da 
substância foi instilada na conjuntiva do olho de cada animal. Os olhos não tratados serviram 
como controle e foram examinados nos tempos de uma hora, 24 horas (momento que se lava 
os olhos tratados com solução salina a 0,9%) 48, 72 horas e 7 dias após a instilação (DRAIZE 
et al., 1944., KAY e KALANDRA, 1962). A avaliação dos efeitos adversos após a exposição 
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ao agente irritante é realizada através de parâmetros como opacidade para análise da córnea; 
congestão, reação à luz, hemorragia e para análise da íris; e vermelhidão, quimose e secreção 
para análise da conjuntiva (Figura 2). Após a observação e os dados serem plotados realiza-se 
a classificação do produto final, quanto sua toxicidade, classificando como Não Irritante (NI), 
Irritante Leve (IL), Irritante Moderado (IM), Irritante Severo (IS) e Irritante Máximo (IMÁX) 
( Tabela 1). Os efeitos e os valores de graduação para lesão ocular estão representados na 















                         Tabela 1- Classificação quanto à graduação das lesões (Kay & Kalandra, 





CLASSIFICAÇÃO (Graduação das 
lesões) 
0,0 a 14,9 Não Irritante 
15,0 a 24,9 Irritante Leve 
25,0 a 49,9 Irritante Moderado 
50,0 a 79,9 Irritante Severo 














Tabela 2- Teste de irritação ocular em coelhos: valores de graduação para lesões oculares. 
 








1.3 ESTRUTURAS OCULARES (HUMANA E DE UM COELHO) 
A estrutura da córnea do olho de um coelho difere significativamente da córnea do 
olho do ser humano, como se demonstra nas figuras 3 e 4. Os coelhos também produzem um 
volume menor de lágrimas do que o homem, permitindo que os produtos aplicados nos olhos 
dos coelhos permaneçam por mais tempo e cause maior irritação. Essa variação não só faz do 
teste ocular de Draize incerto, como também contribui para o imenso sofrimento causado aos 





                            FIG 3: Estrutura ocular de um coelho, preservado em sua forma íntegra.                                                                       











                       FIG 4 – Ilustração didática da estrutura ocular humana 
                      Fonte: https://www.optivista.com.br/pt/olho-humano/humana 
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1.4 O TESTE DE IRRITAÇÃO OCULAR 
Durante muito tempo este teste foi considerado um procedimento padrão universal 
para avaliação da irritação ocular e o potencial de risco de substâncias químicas 
manufaturadas em vários tipos de indústrias (e.g. cosméticos, fármacos, produtos de uso 
agrícola e domissanitários, entre outros). 
Ao longo dos anos, desde sua criação, o teste sofreu diversas alterações (Tabela 3).                                   
Algumas versões modificadas do teste foram apresentadas pela comunidade científica 
(DRAIZE et al., 1944; DRAIZE, 1959; KAY & CALANDRA, 1962; DASTON & 
FREEBERG, 1991; CHAMBERS et al., 1993 e CHAN & HAYES, 1994) e diversos 
protocolos foram objeto de discussão em fóruns técnico-científicos no mundo todo 
(WILHELMUS, 2001). 
Iniciando o processo de experimentação animal, que basicamente se refere ao estudo 
em animais, com o objetivo de obter maior conhecimento deles próprios, e possíveis 
aplicações na própria saúde e bem estar dos mesmos, tal como ocorre no campo da Medicina 
Veterinária. Porém, de forma mais frequente, os animais são utilizados como “modelos”, a 
fim de que se obtenham conhecimentos e possíveis benefícios inerentes à saúde humana 
(PAIXÃO, 2001). 
De uma forma geral, qualquer animal pode ser utilizado em experimentos; porém, o modelo 
animal é escolhido de acordo com a especificidade da ação estudada (ANDRADE et al., 
2002). 
Hoje, apesar das duras críticas e de existirem controvérsias quanto à validade de 
seus resultados, o teste de irritação ocular de Draize permanece preconizado em diretrizes 
internacionais para avaliação de segurança de substâncias químicas (OECD, 2002), ainda 
aceito pela entidade regulatória brasileira, i.e. ANVISA, para a avaliação do 
efeito irritante ocular de produtos sujeitos à ação da Vigilância Sanitária, assim como são 
aceitos os novos métodos que com o passar do tempo foram surgindo (Demonstrados nas 
tabela 3 e 4, RN’s nº 18 e 31). 
Como o teste de Draize ainda é adotado pelos órgãos oficiais para fins regulatórios, mas, 
constantemente, sofre com severas críticas seja pelos setores antivivisseccionistas ou no 
próprio meio científico, onde muitos alegam que é um teste de extrema crueldade, que 
apresenta limitações, sobretudo, no que diz respeito às diferenças entre o olho do coelho e o 
olho humano e à subjetividade de sua resposta (NÓBREGA et al., 2008). 
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Tabela 3 - Parâmetros dos métodos propostos para o teste de irritação ocular em coelhos. 
 
 
















1.5 A SITUAÇÃO DOS COSMÉTICOS 
 
Cosméticos, segundo a ANVISA, “são preparações constituídas por substâncias 
naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, com o objetivo 
exclusivo ou principal de limpá-los, perfumá-los, alterar sua aparência, corrigir odores 
corporais e ou protegê-los ou mantê-los em bom estado” (ANVISA, 2005). 
Apesar de pouco relacionados com sérios riscos à saúde, os produtos cosméticos podem 
causar efeitos adversos aos usuários. A longo prazo os aspectos de segurança devem ser 
criteriosamente analisados, uma vez que esses produtos são usados em larga escala por 
milhões de pessoas, incluindo os grupos mais vulneráveis como: crianças, idosos e gestantes 
(VINARDELL, 2015).    
A segurança toxicológica dos produtos cosméticos é determinada por uma série de estudos de 
toxicidade, como por exemplo o teste de irritação ocular. Geralmente nos países que não há 
proibição, os testes são feitos com animais (testes in vivo), porém atualmente a maioria dos 
laboratórios vem se conscientizando e cada vez mais utilizando metodologias alternativas. 
Além disso, segundo regulamentações, caso exista um método científico já validado in vitro, 
ensaios com animais não devem ser realizados (CHORILLI, et al., 2007).  
Na Europa após a publicação da Diretiva 76/768/EEC (UNIÃO EUROPÉIA, 2003), que é à 
base da legislação técnica européia em cosméticos, sofreu algumas prorrogações (Directive 
2003/15/EC) nas datas que estipulam que os testes em animais para avaliação da segurança de 
produtos e cosméticos fossem banidos, sendo substituídos por modelos in vitro.                                                                                                   
Tendo em vista que a 6ª Emenda desta Diretiva foi substituída pela 7ª, a qual modificou os 
prazos para o banimento do uso de animas em produtos cosméticos, estudos in vivo para 
ingredientes isolados de cosméticos, i.e. a partir de 11 de março de 2009, embora para 
produtos acabados, esta proibição já esteva em vigor desde de 2004 (CORRADO, 2007). Esta 
Diretiva proíbe também a importação e a comercialização de qualquer ingrediente ou produto 
de beleza oriundo dos testes realizado em animais.                       
   Logo a União Europeia, através da 7ª Emenda à Diretiva que regulamenta os 
cosméticos, já havia fixado datas para que, gradativamente, fossem deixados de usar animais 
na fabricação de produtos cosméticos, desenvolvimento de matérias-primas, controle dos 
produtos etc. Esse cronograma foi publicado em um documento intitulado Timetables for 
thephasing-out of animal testing in the framework of the 7th Amendment to the Cosmetics 
Directive (Council Directive 76/768/EEC). Neste documento fica explícito que diversos 
testes, inclusive o de irritação ocular, já teriam ensaios validados substituindo os animais, 
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antes da data limite, de março de 2009 (COMMISSION OF THE EUROPEAN 
COMMUNITIES, 2004).                                                              
 A legislação brasileira que regulamenta o registro e o controle de produtos cosméticos, 
determina alguns testes em animais para que o produto acabado tenha a garantia da qualidade, 
eficácia e segurança (ANVISA, 2003). Este fato, invariavelmente, repercute quando uma 
indústria brasileira necessita exportar um produto para a Europa, em função da proibição do 
uso de animais em qualquer etapa do desenvolvimento de produtos cosméticos 
(PRESGRAVE, 2012). Da mesma forma, os estudos envolvendo produtos naturais da flora 
brasileira, que porventura venham a integrar a composição de um cosmético, necessitam ter 
asseguradas suas eficácia e segurança, uma vez que, em muitos casos, estudos anteriores são 
inexistentes. Assim sendo, um processo de validação de métodos alternativos, demonstrando 
sua aplicação nestes extratos naturais, bem como nos produtos com eles elaborados, é de 
fundamental importância para o Brasil e outros países (PRESGRAVE, 2012).   
 Vale ressaltar que antes mesmo desta data foi aprovada em São Paulo a lei (nº 15.316 
de 23/01/2014) que proíbe totalmente o uso de animais em testes cosméticos, exceto no caso 
de novas substancias que ainda não sejam de total conhecimento, os animais poderão ser 
usados por um período de 5 anos, a primeira do gênero em toda América Latina ( BRASIL, 
2014) seguida pela lei nº 4538 de 03/06/2014 do estado do Mato Grosso do Sul, que proíbe a 
utilização de animais para desenvolvimento, experimento e teste de produtos cosméticos e de 
higiene pessoal, perfumes e seus componentes e dá outras providências (BRASIL, 2014).    
No ano seguinte, no estado do Amazonas (14/07/2015) o Projeto de Lei 17/2014, de autoria 
do deputado estadual Luiz Castro, foi aprovado, na Assembleia Legislativa do Amazonas, 
alegando que a utilização de animais para desenvolvimento, experimentos e testes de produtos 
cosméticos, de higiene pessoal, perfumes e seus componentes é proibida em todo o Amazonas 
(BRASIL, 2015). E em Porto Alegre, foi aprovada a lei nº 11955 de 23/11/2015, que proíbe a 
utilização de animais para desenvolvimento, experimentos e testes de produtos cosméticos e 
de produtos de higiene pessoal, bem como de seus componentes (BRASIL, 2015), meses 
após, em 22/12/2015 a Lei 18.668 foi aprovada no Estado do Paraná (BRASIL, 2015). Em 
11/05/2016, no Pará, um projeto de lei para proibir testes de ingrediente e cosméticos em 
animais tornou-se oficialmente a Lei Estadual 8.361 (BRASIL, 2016).   
 Atualmente foi votado pela Comissão de Ciência e Tecnologia do Senado Federal em 
favor de importantes alterações no projeto de lei que visa proibir os testes de cosméticos em 
animais no Brasil. As mudanças foram propostas pelo Senador Randolfe Rodrigues que 
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fecharão “lacunas” importantes no projeto de lei originado na Câmara de Deputados, o PLC 
70/2014. 
Cuja ementa esta descrita da seguinte forma: 
 
Ementa: 
Altera dispositivos dos arts. 14, 17 e 18 da Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, para 
dispor sobre a vedação da utilização de animais em atividades de ensino, pesquisas e testes 
laboratoriais com substâncias para o desenvolvimento de produtos de uso cosmético em 
humanos e aumentar os valores de multa nos casos de violação de seus dispositivos.  
 
 
Explicação da Ementa: 
 
Altera a Lei nº 11.794/08 – que estabelece procedimentos para o uso científico de animais – 
para vedar a utilização de animais de qualquer espécie em atividades de ensino, pesquisa e 
testes laboratoriais que visem à produção e ao desenvolvimento de produtos cosméticos e de 
higiene pessoal e perfumes.  
 
Em 2013, segundo O Drug Controller General of India (DCGI) , na Índia, tanto os 
testes em animais para cosméticos quanto a venda de produtos que foram testados em outro 
lugar estão banidos, neste ano a empresa japonesa Shisei  também anunciou a suspensão dos 
testes de cosméticos.           
 A China Food and Drug Administration (Administração de Comida e Drogas da 
China) em 2014 anunciou que cosméticos considerados comuns como xampus, cremes para 
uso superficial, sabonetes e produtos semelhantes não terão mais a necessidade de serem 
testados em animais, a empresa pode escolher testar ou não em animais para vender estes 
produtos na China, desde que eles tenham sido fabricados no país (HUANG, 2014).                                            
A Nova Zelândia é o primeiro país da Oceania a proibir a experimentação animal em produtos 
cosméticos, a Animal Welfare Bill, (Lei de bem estar animal) que foi aprovada em fevereiro 
de 2016 vai processar pessoas por crueldade animal e banir testes e pesquisas com animais. E 
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segundo Humane Society International (2015) diz também que todos os tipos de caça e 
captura de animais selvagens serão ilegais (CHAVES, 2015).  
1.6 ASPECTOS LEGAIS SOBRE A EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL  
  
Em relação à proteção jurídica dos animais, no dia 10 de julho de 1934, o Decreto 
24.645, entrou em vigor com a implantação do Estado Novo e veio introduzir no Brasil, pela 
primeira vez, normas de proteção animal.  Mas não trata do assunto experimentação animal – 
vivissecção.  Afirmava, no seu primeiro artigo, que “todos os animais existentes no país são 
tutelados pelo Estado”. O decreto considerava como maus tratos aos animais “praticar ato de 
abuso ou crueldade em qualquer animal”; “manter animais em lugares anti-higiênicos ou que 
lhes impeçam a respiração, o movimento ou o descanso, ou os privem de ar ou luz”; “golpear, 
ferir ou mutilar voluntariamente, qualquer órgão ou tecido de economia, exceto a castração, 
só para animais domésticos, ou operações outras praticadas em benefício exclusivo do animal 
e as exigidas para defesa do homem, ou no interesse da ciência”; “não dar morte rápida, livre 
de sofrimentos prolongados, a todo animal cujo extermínio seja necessário para consumo ou 
não”; “ministrar ensino a animais com maus tratos físicos”.                                                                  
De forma abrangente o decreto tentava regulamentar o transporte, a caça, o trabalho, a 
contenção e exposições de animais de grande porte em vários tipos de atividades 
(CORDEIRO, 2008) 
Em 1941, o Decreto-lei 3.688 Lei das Contravenções Penais, em seu artigo 64, parágrafo 
único proibiu, expressamente a realização de experimentos com animais, ainda que para fins 
didáticos, quando houvesse métodos alternativos. Todas essas vedações da lei só eram 
passíveis de punição no campo penal, como contravenção, não havendo uma regulamentação 
para sua autorização ou fiscalização. 
Esta situação permaneceu mesmo após a promulgação da Lei 6.638, de 8 de maio de 1979, 
hoje revogada, que veio estabelecer normas para a prática da vivissecção, mas ela nunca foi 
regulamentada, e tinha poucos artigos auto-aplicáveis (Dias, 2008). 
Vale ressaltar que no âmbito internacional a Declaração Universal dos Direitos dos Animais, 
Bruxelas, em 1978, levando em consideração que todos os animais têm direitos e que o 
desconhecimento ou o desprezo desses tem levado e continua a levar o homem a violentá-los, 
declara em seus artigos 1º e 2º que todos os animais nascem iguais diante da vida e têm o 
mesmo direito à existência; Cada animal tem direito ao respeito. O homem, enquanto espécie 
animal, não pode atribuir-se o direito de exterminar outros animais ou explorá-los, violando 
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este direito. Ele tem o dever de colocar sua consciência a serviço de outros animais. Cada 
animal tem o direito à consideração e à proteção do homem (UNESCO, 1978). 
No Brasil, de uma forma geral, o artigo 225 da Constituição Federal de 1988, 
caracteriza o meio ambiente como um bem fundamental à existência humana, que deve ser 
assegurado e protegido para o uso de todos, demonstrando a necessidade de proteção. 
Posteriormente a estas, surgiu uma importante lei, a Lei n.º 9.605 de 12 de fevereiro 
de 1998 Lei de Crimes Ambientais, que denota que é um crime ambiental todo e qualquer 
dano ou prejuízo causado aos elementos que compõem o ambiente (flora, fauna, recursos 
naturais e o patrimônio cultural) e determina as sanções penais e administrativas derivadas de 
condutas e atividades lesivas ao meio ambiente. De acordo com esta lei, os crimes ambientais 
são classificados em cinco tipos diferentes: Contra a fauna (arts. 29 a 37),Contra a flora 
(art. 38 a 53), Poluição e outros crimes ambientais (art. 54 a 61),Contra o ordenamento 
urbano e o patrimônio cultural (art. 62 a 65). 
Destacando os artigos 29 a 37, desta lei, que descrevem os crimes contra a fauna e o meio 
ambiente, caracterizando como agressões cometidas contra animais silvestres, nativos ou em 
rota migratória, como a caça, pesca, transporte e a comercialização sem autorização; os maus-
tratos; a realização experiências dolorosas ou cruéis com animais quando existe outro meio, 
independente do fim. Também estão incluídas as agressões aos habitats naturais dos animais, 
como a modificação, danificação ou destruição de seu ninho, abrigo ou criadouro natural. A 
introdução de espécimes animal estrangeiras no país sem a devida autorização também é 
considerado crime ambiental, assim como a morte de espécimes devido à poluição (BRASIL, 
1998). 
 
O seguinte artigo, trata especificamente da necessidade de proteção aos animais e possíveis 
penalidades para aqueles que venham transgredi-lo, este passou a considerar a vivissecção 
crime na seguinte hipótese:  
 
Art. 32. Praticar ato de abuso, maus-tratos, ferir ou mutilar animais silvestres, 
domésticos ou domesticados, nativos ou exóticos:                                                                
Pena - detenção, de três meses a um ano, e multa.  
                                                                            § 1º Incorre nas mesmas penas quem 
realiza experiência dolorosa ou cruel em animal vivo, ainda que para fins didáticos ou 
científicos, quando existirem recursos alternativos. 
§ 2º A pena é aumentada de um sexto a um terço, se ocorre morte do animal. 
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E no ano de 2008, após 13 anos de tramitação no Congresso Nacional, houve a 
aprovação da Lei Arouca (Lei nº 11.794 de 08 de outubro de 2008), cujo nome homenageia o 
médico, sanitarista e ex-presidente da Fiocruz Sergio Arouca, autor do projeto de lei.  Esta lei 
estabelece em seus 6 capítulos um conjunto de regras para a  criação e utilização de animais 
em atividades de ensino e pesquisa científica, em todo o território nacional, a criação do 
Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e a constituição de 
Comissões de Ética no Uso de Animais (CEUAS), nas quais as instituições devem ter seus 
protocolos de pesquisas aprovados. Além disso, lista as condições de criação e uso dos 
animais e as 14 penalidades administrativas às instituições e pesquisadores que transgredirem 
as suas disposições e seu regulamento (BRASIL, 2008).                                                          
Em seu art. 5º, a Lei Arouca impõe ao CONCEA a competência de “formular e zelar pelo 
cumprimento das normas relativas à utilização humanitária de animais com finalidade de 
ensino e pesquisa científica”, isso é, sempre que possível, reduzir o número de animais e 
evitar seu sofrimento. Também é de responsabilidade do CONCEA credenciar as instituições 
que fazem uso de cobaias para ensaios científicos; e estabelecer e averiguar, técnicas 
alternativas que possam substituir o uso de animais na pesquisa (OLIVEIRA, 2013).                           
A partir de uma parceria entre a FIOCRUZ e a ANVISA, surge o BraCVAM em setembro de 
2012, com o propósito de validar e coordenar estudos de substituição, redução ou refinamento 
do uso de animais em ensaios de laboratório (LANG, 2014). 
 
1.7 AS ALTERNATIVAS AO TESTE DE IRRITAÇÃO OCULAR 
Diante deste cenário a ideia da criação de metodologias alternativas ao uso de animais vem 
sendo desenvolvida. Em 1876, na Grã-Bretanha, foi criada a primeira legislação para 
regulamentar a utilização de animais em experimentos científicos (STEPHENS, et al., 2001), 
porém foi só a partir de 1959 com a publicação do Princípio dos 3R’s  ( Refine, Reduce e 
Replace) no livro “Princípios das Técnicas Experimentais Humanitárias” (The principles of 
Humane Experimental Technique) do zoólogo W.M.S. Russell e do microbiologista R.L. 
Burch, que o tema passou a ser foco de atenção da comunidade científica (CAZARIN, et al., 
2004).  
• Refine (refinamento), no sentido de diminuir a severidade dos procedimentos 
aplicados. Indica que se deve procurar minimizar ao máximo o desconforto e/ou 
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sofrimento animal (RUSSEL E BURCH, 1992 apud PAIXÃO, 2001). Neste sentido, a 
utilização de drogas anestésicas ou analgésicas é relevante (PATON, 1993). 
 
• Reduce (reduzir) o número de animais usados no experimento, sem prejudicar a 
confiabilidade dos resultados; Indica também que além de reduzir deve-se, sempre que 
possível, incentivar uma “escolha correta das estratégias” (RUSSEL & BURCH, 1992 
apud PAIXÃO, 2001). 
 
• Replace (substituir) os animais, lançar mão de métodos alternativos ao uso de 
animais (RUSSEL E BURCH, 1959).  
Nos anos que seguiram a publicação diversos acontecimentos nessa área decorreram, 
como é o caso da criação do fundo de substituição de animais em experimentos médicos 
(Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments– FRAME) em 1969, no Reino 
Unido, para promover junto à comunidade científica a ideia de métodos alternativos.    
No entanto, foi nos anos 80 que a causa tomou grandes proporções, esse interesse se 
consolidou, as legislações passaram a aderir ao conceito dos “3R’s”, e, as pesquisas acerca de 
métodos alternativos aumentaram (ROWAN & ANDRUTIS, 1990). 
Reduzir, refinar e substituir tornaram-se obrigações legais e morais, houve a fundação de 
diversas instituições, crescentes encontros e seminários sobre o tema (LARANJEIRA, 2015). 
As campanhas dos grupos de proteção nesta década representaram um impulso fundamental 
para que as alternativas invadissem o campo dos testes toxicológicos e retirassem das 
indústrias mais financiamento para testes de toxicologia in vitro (SINGER, 2004). 
  O papel das instâncias reguladoras entraria em destaque nos anos 90, com uma maior 
evidência no debate para a questão da “validação dos métodos alternativos” (HILL & 
STOKES, 1999 apud PAIXÃO, 2001). 
Em consonância com o desenvolvimento e validação das alternativas ao teste de irritação 
ocular, grandes centros como: ECVAM, em Ispra na Itália, ICCVAM  nos EUA, o JaCVAM  
no Japão, FRAME  na Inglaterra, o ZEBET na Alemanha e  o  BRACVAM  no Brasil, entre 
outros,  foram criados para justamente atuarem neste  meio, desenvolvendo e estabelecendo 
base de dados sobre métodos alternativos ao uso de animais; o fomento de projetos de 
pesquisa relacionados aos métodos alternativos e a cooperações com outras agências de 
fomento nacionais e internacionais e centros de validação; a coordenação de estudos 
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interlaboratoriais de validação; e por fim, a promoção de fóruns de discussão sobre métodos 
alternativos ao uso de animais (ABREU, 2008).                                                                                               
Como resultado deste esforço mundial no desenvolvimento/validação de metodologias 
alternativas, existe hoje um número considerável de ensaios validados e aceitos para fins 
regulatórios, quando comparados aos ensaios in vivo que pretendem substituir, pode-se 
destacar inúmeras vantagens. Em relação aos métodos alternativos e o teste de Draize pode-se 
citar como vantagens os seguintes aspectos: 
 
• Citar as questões éticas que são bem definidas, a respeito da crítica que as 
metodologias in vivo sofrem, sendo os mais adequados para aplicar os 
princípios dos 3R’s; 
•  Maior rapidez de respostas visto que não necessitam de longas durações 
como o teste in vivo, promovendo grande quantidade de teste em um curto 
período de tempo, aumentando a reprodutibilidade; 
•   Menor custo, pois não há mais necessidade de investir em biotérios, 
manutenção de animais (freqüência de trocas, limpeza de caixas e gaiolas...) e 
infraestrutura do local (controle de temperatura, umidade, luminosidade, troca 
de ar...), bem como, o treinamento e atualização dos técnicos que manipulam 
esses animais (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2003), o que eleva 
muito o custo destes ensaios; 
• e outro ponto positivo a destacar é a maior facilidade de disseminação para 
outros laboratórios de saúde pública, laboratórios centrais de Saúde Pública 
(LACENS), Laboratórios da Rede Brasileira de Laboratórios Analíticos em 
Saúde (REBLAS) e universidades, pois eliminam a necessidade de infra-
estrutura para a criação e manutenção de animais de experimentação. 
 
Atualmente foram publicadas duas Resoluções Normativas, descriminadas pelo 
Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), que estão 
formalmente validadas por centros internacionais de validação, seguindo o Guia 34, da OECD 
e que possuem aceitação regulatória internacional:      
 A RN Nº18 (25/09/2014), que reconhece 17 métodos alternativos e a resolução N º 31 
publicado no dia 18/08/16, que reconhece mais 7 métodos alternativos. Segundo o parágrafo 
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único destas RN’s, fica-se estabelecido o prazo de até 05 (cinco) anos como limite para a 
substituição obrigatória do método original pelo método alternativo.  
TABELA 4 -  RESOLUÇÃO NORMATIVA Nº 18, DE 24 DE SETEMBRO 2014 
 
           ESPECÍFICO PARA: 
 
 









I - Para avaliação do potencial de 
irritação e corrosão da pele: 
 
 
a) Método OECD TG 430 - Corrosão 
dérmica in vitro: Teste de Resistência 
Elétrica Transcutânea; 
 
b) Método OECD TG 431 - Corrosão 
dérmica in vitro: Teste da Epiderme 
Humana Reconstituída; 
 
c) Método OECD TG 435 - Teste de 
Barreira de Membrana in vitro; e 
 
d) Método OECD TG 439 - Teste de 






II - Para avaliação do potencial de 
irritação e corrosão ocular: 
 
 
a) Método OECD TG 437 - Teste de 
Permeabilidade e Opacidade de Córnea 
Bovina; 
 
b) Método OECD TG 438 - Teste de Olho 
Isolado de Galinha; e 
 
c) Método OECD TG 460 - Teste de 









a) Método OECD TG 432 - Teste de 
Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU. 
 
 




a) Método OECD TG 428 - Absorção 










a) Método OECD TG 429 - Sensibilização 
Cutânea: Ensaio do Linfonodo Local; 
e 
 
b) Método OECD TG 442A e 442B - 










a) Método OECD TG 420 - Toxicidade  
Aguda Oral - Procedimento de Doses 
Fixas; 
 
b) Método OECD TG 423 - Toxicidade 
Aguda Oral - Classe Tóxica Aguda; 
 
c) Método OECD TG 425 - Toxicidade 
Aguda Oral - procedimento "Upand 
Down"; e 
 
d) Método OECD TG 129 - estimativa da 
dose inicial para teste de toxicidade 









Nesta RN, o CONCEA reconhece os 17 métodos alternativos agrupados nos 07 (sete) 
desfechos apresentados.                                                                                                                       
Fonte: Diário Oficial da União- Seção 1- Nº 185, 25/09/14. 
 
 














I - Avaliação do potencial de irritação e 
corrosão ocular: 
 
a) Método OECD TG 491 - Teste in vitro 
de curta duração para danos oculares; 
b) Método OECD TG 492 - Epitélio 





II - Avaliação do potencial de 
sensibilização cutânea: 
 
a) Método OECD TG 442C - 
Sensibilização cutânea in chemico; 
b) Método OECD TG 442D - 




VII - Para avaliação de genotoxicidade: 
 
a) Método OECD TG 487 - Teste do 









III - avaliação de toxicidade 
reprodutiva: 
 
a) Método OECD TG 421 - Teste de 
triagem para toxicidade reprodutiva e do 
desenvolvimento; 
b) Método OECD TG 422 - Estudo de 
toxicidade repetida combinado com teste 
de toxicidade reprodutiva; e 
 
 
IV - Avaliação da contaminação 
pirogênica em produtos injetáveis: 
 
a) Teste de Endotoxina Bacteriana 
(Farmacopeia Brasileira). 
 
Nesta RN, o CONCEA reconhece os 07 métodos alternativos agrupados nos 04 (quatro) 
desfechos apresentados.                                                                                                                           
Fonte: Diário Oficial da União- Seção 1- Nº 160, 19/08/16 
 
 1.8 OS MÉTODOS ALTERNATIVOS AO TESTE DE IRRITAÇÃO OCULAR 
(TESTE DE DRAIZE) 
Muitos métodos são considerados válidos, mas poucos são completamente validados 
(MITJANS et al.,2008). Os métodos válidos são aqueles que não passaram, necessariamente, 
por um processo completo de validação, mas existe uma quantidade suficiente de dados 
científicos para mostrar sua relevância e confiabilidade (PAUWELS & ROGIERS, 2004), 
como por exemplo: HET-CAM, CAM-TBS, IRE, RBC, NRU, QPT e MTT. Este não possui 
um reconhecimento oficial, isto é, não pode ser usado para fins regulatórios, entretanto, ele 
pode ser utilizado em pesquisas básicas. Pode ocorrer de um determinado país reconhecer 
internamente um método válido, com uma finalidade definida, por exemplo, como screening 
para estudos, mas, estes devem sempre ter seus resultados baseados em métodos validados .                                                              
Isto significa dizer que são métodos ainda em estudo, entretanto, passíveis de serem usados, 
ou seja, com grande possibilidade de virem a ser validados (PRESGRAVE, 2012; 2009a). 
Enquanto que os métodos validados, como por exemplo: BCOP,ICE, FL, Teste in vitro de 
curta duração para danos oculares e Epitélio corneal humano reconstruído, são aqueles para os 
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quais a relevância e a confiabilidade estão estabelecidas para um propósito particular, de 
acordo com critérios estabelecidos (PAUWELS & ROGIERS, 2004). Dessa forma, um 
método validado é aquele que já passou por estudo colaborativo e tem sua metodologia e seus 
critérios bem definidos e prontos para serem aceitos oficialmente (PRESGRAVE,2009).                                                                                                         
Conforme Decreto 6.899/09, que regulamenta a Lei 11.794/2008, os métodos alternativos são 
“procedimentos validados e internacionalmente aceitos que garantam resultados semelhantes 
e com reprodutibilidade para atingir, sempre que possível, a mesma meta dos procedimentos 
substituidos por metodologias que: não utilizem animais; usem espécies de ordens inferiores; 
empreguem menor número de animais; utilizem sistemas orgânicos ex vivos; ou diminuam ou 
eliminem o desconforto”.  
MÉTODOS ALTERNATIVOS 
 
• Método OECD TG 437- BCOP (Bovine Cornea Opacity Permeability) Teste de 
Opacidade Corneal Bovina; 
• Método OECD TG 438- ICE (Isolated Chiken Eye) Teste Olho Isolado de Galinha; 
• Método OECD TG 460-FL (Flurescein Leakage) Teste de Extravasamento de 
Fluresceína; 
• Método OECD TG 491- STE (Short Time Exposure In Vitro Test Method for 
Identifying) Teste in vitro de curta duração para danos oculares; 
• Método OECD TG 492 - RhCE (Reconstructed human Cornea-like Epithelium 
(RhCE) test method) Epitélio corneal humano reconstruído; 
•   HET-CAM (Hen’s Egg Test Chorionallantoic Membrane) Teste da Membrana 
Córion-Alantóide de Ovo Embrionado de Galinha (LUPKE et al.,1985); 
•   CAM-TBS (Chorionallantoic Membrane - Trypan Blue Stainin) Teste de Coloração 
com Azul de Tripan da Membrana Córion-alantóide (HAGINO et al., 1991; ITAKI et 
al., 1996); 
• IRE (Test in eye of rabbit), Teste em olho isolado de coelho ( DE TORRES et 
al.,1997); 
•  RBC (Red Blood Cell) ensaio de citotoxicidade como o teste de hemólise (PAPE et 
al., 1999); 
• NRU (Neutral Red Uptake), Células 3t3 com NRU ou ensaio de captação do 
vermelho neutro (VIAN et al., 1995); 
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• QPT (Total protein quantification assay) ensaio de quantificação de proteínas totais e 
MTT (Tetrazoliun dye uptake assay or Assay of mitochondrial metabolic activity) 
Ensaio de captação do corante Tetrazoliun ou ensaio da atividade metabólica 
mitocondrial (CHIBA et al., 1999). 
 
1.9 PROPOSTA ATUAL 
 
  A proposta das indústrias e do meio cientifico é justamente utilizar uma bateria de 
testes, com os métodos alternativos, que ofereçam subsídios para garantir a segurança do 
produto ao nível ocular, que apresentem respostas equivalentes ao uso animal.                                                     
Que possa gerar dados relacionados à vascularização, opacidade/permeabilização e 
citotoxicidade, que possibilite a criação de um sistema hierárquico no qual os animais 
somente sejam utilizados para a confirmação da ausência de toxicidade, reduzindo ao máximo 
o risco desses animais sofrerem quaisquer efeitos tóxico.                                                                   
Sendo proposta inicialmente no ano de 2005, em que foi realizada uma reunião com mais de 
trinta cientistas, Academia, governo, organizações sem fins lucrativos, indústria privada 
(Incluindo laboratórios de teste contratados), bem como a validação internacional, Peritos e 
reguladores se reuniram em Ispra, na Itália, para compartilhar os métodos de teste de irritação 
ocular in vitro ( SCOTT  et al., 2010). Os objetivos deste encontro também foram:  
• Obter in vitro as indicações ao método de teste de irritação ocular, dados de suporte, 
para um domínio (s) de aplicabilidade específico; 
• Esclarecer como cada método nomeado está sendo usado atualmente; 
• Identificar parceiros para o progresso de métodos de teste promissores para 
validação; 
• Identificar lacunas para focalizar futuras pesquisas e desenvolvimento de métodos; 
• Propor estratégias ou abordagens de teste in vitro que possam ser desenvolvidas para 
validação pelo ECVAM no seu esforços para reduzir e, finalmente, substituir o uso de 










 Em 2009, Scott e colaboradores, publicaram uma possível abordagem da utilização 
da bateria, promovendo uma estratégia de teste que poderia ser desenvolvida e validada, 














Esta é uma abordagem geral recomendada como uma estratégia de identificação e 
rotulagem dos perigos em conformidade com o anexo V da Directiva 67/548 / CEE. Neste, a 
aplicabilidade de um método de teste baseia-se na gama de gravidade da irritação para a qual 
resultados confiáveis e relevantes podem ser demonstrados.      
 Para utilizar a abordagem Bottom-Up, espera-se que o material de teste seja não 
irritante a baixo potencial irritante ocular, se o produto ou substancia testada resultar na 
avaliação esperada, logo na primeira bateria de teste,  a classificaria como não irritante, caso 
apresente algum tipo de resposta, que denuncie uma possível irritação, esta seguiria para 
próxima bateria, onde a classificaria como irritante leve, moderado ou severo.                      
Em contraste, os materiais de teste estimados para ter elevado potencial de irritação ocular 
iniciariá a abordagem Top-Down, em que se o produto ou substancia testada resultar na 
avaliação esperada, logo na primeira bateria de teste,  esta será classificada como Irritante 
Severo, todavia, caso não apresente algum tipo de resposta positiva para irritação, esta seguirá 
para próxima bateria para verificar se a amostra apresentará uma resposta como irritante leve, 
moderado ou não irritante (FIG 5).        
  Com base nesta estratégia os participantes também identificaram a colocação 
potencial mais adequada para cada método utilizado, de acordo com a profundidade da lesão 
da córnea. A colocação do método de ensaio proposto servirá de ponto de partida para 
orientar os esforços do ECVAM, em colaboração com o (s) patrocinador (es) de teste, para 
avaliar e, finalmente, validar métodos de ensaio in vitro viáveis e relevantes, úteis para o 
domínio de aplicabilidade proposto ou alternativo de acordo com a estratégia de teste 
proposta.                                                                                                                                    
Para implementar esta abordagem, é importante ressaltar que as autoridades de 
regulamentação competentes devem aceitar a validade cientifica dos ensaios capazes de 
identificar o potencial irritantes das amostras a serem testadas. Ao aceitar que alguns ensaios 
são capazes de identificar os resultados negativos não se utilizará, desnecessariamente um 










• Elaborar uma revisão bibliográfica sobre os métodos alternativos ao teste de irritação 
ocular, teste de Draize, demonstrando as metodologias alternativas existentes 
atualmente no mercado mundial utilizadas para avaliação toxicológica de segurança de 
produtos; 
• Demonstrar os métodos válidos e validados; 
• Fomentar a reflexão acerca de valores éticos sobre a preservação da vida animal. 
 
3- MATERIAL E MÉTODOS 
 
Para o desenvolvimento deste trabalho, foi realizada uma revisão de literatura em artigos 
científicos e sites consagrados nacionais e internacionais que tratam do assunto. Foram 
levantados dados bibliográficos sobre os principais métodos alternativos existentes 
atualmente que substituem o uso de animais vivos na pesquisa científica. 
A literatura consultada abrange desde as primeiras leis elaboradas a proteção 
ambiental/animal, a consolidação do teste de irritação ocular, teste de  DRAIZE a atualidade 
sobre este métodos e os testes alternativos a este. As publicações analisadas se encontram na 
língua inglesa e/ou portuguesa.                                                                                                                                       
A busca foi realizada em bases de dados de Websites ,de Centros de 3Rs, de busca, redes de 
pesquisa, agencias reguladoras, instituições, guias de testes, portais... 
 Dentre eles: 
 
• PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed ); 
• Scielo (http://www.scielo.org/php/index.php); 
• ECVAM (https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/),; 
• ICVAM (https://ntp.niehs.nih.gov/pubhealth/evalatm/iccvam/index.html) ; 
• JaCVAM (http://www.jacvam.jp/en/index.html); 




• Google acadêmico (https://scholar.google.com.br/); 
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• RENAMA (http://renama.org.br/); 
• OECD     (http://www.oecd.org/); 
• EPA (https://www.epa.gov/aboutepa); 
• CAPES- Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 
(http://www.capes.gov.br/) ; 
• ANVISA (http://portal.anvisa.gov.br/wps/portal/anvisa/home); 
• FIOCRUZ (https://portal.fiocruz.br/pt-br); 
• INCQS (https://www.incqs.fiocruz.br/).  
• HSI (Humane Society International)                                         
(http://www.hsi.org/e   http://www.hsi.org.au/ )  
Os critérios de inclusão para os possíveis estudos encontrados foi Websites e a 
literatura publicada em âmbito nacional e internacional com as seguintes palavras-chave: teste 
de DRAIZE, métodos alternativos, testes em animais, Irritação ocular, 3Rs, Ensaios 
biológicos, avaliação de segurança, (BCOP) Teste de Opacidade Corneal Bovina, (ICE) Teste 
Olho Isolado de Galinha, (FL) Teste de Extravasamento de Fluresceína, Teste in vitro de curta 
duração para danos oculares, (RhCE) Epitélio corneal humano reconstruído, (HET-CAM) 
Teste da Membrana Córion-Alantóide de Ovo Embrionado de Galinha, (BCOP) Teste de 
Coloração com Azul de Tripan da Membrana Córion-alantóide, (IRE) Teste em  olho isolado 
de coelho, (RBC) ensaio de citotoxicidade como o teste de hemólise, (NRU) Células 3t3 com 
NRU ou ensaio de captação do vermelho neutro, (QPT) ensaio de quantificação de proteínas 
totais e MTT, captação de MTT ou ensaio da atividade metabólica mitocondrial. 
 
Keywords: Draize test, alternative methods, animal testing,  eye irritation, 3Rs, Biological 
tests, Safety assessment, Bovine Cornea Opacity Permeability, Isolated Chiken Eye, 
Flurescein Leakage, Short Time Exposure In Vitro Test Method for Identifying, 
Reconstructed human Cornea-like Epithelium (RhCE) test method, Hen’s Egg Test 
Chorionallantoic Membrane, Chorionallantoic Membrane - Trypan Blue Stainin, Test in eye 
of rabbit, Red Blood Cell, Neutral Red Uptake, Total protein quantification assay and 







4- RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
René descartes afirmava que os animais não tinham alma, eram autômatas e, portanto, 
incapazes de sentir ou de sofrer. Entretanto, Fergusson já demonstrava preocupação com os 
métodos bárbaros utilizados em testes em animais e no século XIX Jeremy Benthan lançou a 
máxima “a questão não é se os animais raciocinam, ou se eles podem falar, mas se eles 
sofrem”.                                                                                                                         
Pensamentos contraditórios, todavia, muito importantes e cabíveis para iniciar esta discussão, 
visto que há tempos estamos vivendo neste embate. 
Quando trata-se de avaliação da toxicidade de uma substância é necessário verificar os 
efeitos nocivos que a mesma pode desencadear aos homens, animais e ambiente após 
exposição, logo foi incontestável a necessidade de desenvolver testes que utilizasse animais 
para predizer os graus de irritação dos produtos, devido a inúmeras tragédias que aconteciam 
pela falta destes teste. Neste cenário, o teste de irritação ocular, teste de Draize, surgiu, um 
teste que mesmo causando dor e desconforto nos coelhos, sendo fortemente criticado, 
continua sendo utilizado oficialmente por diversos órgãos oficiais, bem como pelas indústrias 
no desenvolvimento de novas fórmulas de avaliar a segurança de seus produtos.                     
Diante desta situação, muitas leis, comitês, códigos de ética, princípios (3Rs), instituições 
nacionais e internacionais e a organização para cooperação e Desenvolvimento econômico,  
foram criadas para proteger, regular e desenvolver os métodos alternativos a experimentação 
investigativa e toxicológica em animais. 
Assim como muitos pesquisadores e a comunidade científica nacional e internacional têm 
somado investimentos e esforços no desenvolvimento e validação de métodos alternativos ao 
uso de animais e com o passar dos anos, métodos foram surgindo e seus protocolos foram 
aprimorados, as técnicas se refinaram.  
Vale destacar que mesmo os testes BCOP,ICE e IRE utilizarem córneas isoladas de animais, 
estes são adquiridos após serem abatidos para fins comerciais, evitando o uso de animais de 
laboratório. 
Como os testes em animais não podem ser substituídos por um único método 
alternativo, acredita-se que o desenvolvimento de um esquema de avaliação que envolva uma 
bateria de testes deve ser levado em consideração, podendo também ser desenvolvido um 
sistema hierárquico no qual os animais somente sejam utilizados para a confirmação da 
ausência de toxicidade, reduzindo ao máximo o risco desses animais sofrerem quaisquer 
efeitos tóxicos. Estas condições implicam em um enorme desafio para as indústrias de 
37 
 
cosméticos e para a comunidade científica envolvida na questão (Pauwels & Rogiers, 2004; 
CORRADO, 2007) 
O levantamento bibliográfico demonstra que os testes existentes atualmente validados 
são: Teste in vitro de curta duração para danos oculares, Epitélio corneal humano 
reconstruído, BCOP, ICE e FL e os que são válidos: HET-CAM, CAM-TBS, IRE, RBC, 
NRU, QPT e MTT.                                                                                                                              
Entretanto, ainda há a necessidade de se estudar a aplicação de alguns métodos alternativos 
para comprovação de eficácia e segurança com caráter regulatório.  
Muitas das diretrizes dos métodos validados, mencionam que atualmente, é aceito que, num 
futuro previsível, nenhum teste in vitro único de irritação ocular poderá substituir o teste 
ocular in vivo para prever a gama completa de irritação para diferentes classes químicas. No 
entanto, combinações estratégicas de vários métodos, alternativos dentro de uma estratégia de 
teste (uma bateria), podem ser capazes de substituir o teste de olho in vivo, como por exemplo 
a  abordagem Top-Down e Bottom-up , visto que ambas utilizam como base as informações 
existentes sobre os ensaios e as possíveis reações de uma amostra, de acordo com seu 
potencial de irritação, para iniciar uma dessas abordagens . 
Vale ressaltar que cada ensaio apresenta uma especificidade, sensível a detectar os 
possíveis danos às estruturas oculares, que ao reuni-los em uma bateria poderia reduzir e até 
mesmo substituir o uso do animal, esta consiste em um conjunto de métodos in vitro, os 
discutidos neste trabalho, agrupados de forma que ofereçam subsídios para garantir a 
segurança do produto a nível ocular. Como há mais de um mecanismo de irritação ocular 
apenas um ensaio in vitro não é suficiente para uma completa avaliação. O ideal é obtermos 
dados relacionados à vascularização (HET-CAM, CAM-TBS), opacidade / permeabilização 
(BCOP) e citotoxicidade (MTT, RBC).                                                                                                            
Destaca-se também que o ensaio de curta duração para danos oculares e o epitélio humano 
reconstituídos são testes promissores para ser incluídos na bateria, visto que caracterizam 
amostras líquidas, sólidas e aerossóis, que apresentam coloração e sua classificação é mais 
abrangente. 
Verifica-se que mesmo que muitas alternativas não estejam validadas e sejam 
incapazes de substituir o uso de animais, certamente estas podem contribuir para reduzir os 
experimentos e também o sofrimento animal,  
Esta proposta surgiu desde a década de 90 e a busca continua até nos dias atuais para alcançar 
os 3Rs tão almejados no meio cientifico e popular, desta forma todos ficam satisfeitos, os 
consumidores dos produtos que apresentam segurança toxicológica, o meio cientifico e 
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popular, que em um futuro próximo deixarão de usar animais em pesquisas, testes para 
irritação ocular. 
É importante mencionar que não cabem discussões por parte de protecionistas e cientistas. É 
necessário que ambas as partes discutam seus pontos de vista e possibilidades de estudos. É 
preciso que cada um compreenda e respeite o prisma com que o outro olha e entende o tema. 
Essas discussões têm de ocorrer sob uma atmosfera técnica e científica, jamais em clima 
fundamentalista ou radical.                                                                                                                           
Os produtos que são lançados para utilização devem apresentar segurança toxicológica para 
todos e se há métodos que garantam esse objetivo pode-se utiliza-lo, caso contrário a 
utilização de animais ainda é válida e recomendada, é claro que dentro do princípio dos 3Rs. 
 Não devemos deixar de usar os animais somente porque assim queremos, sem que estejamos 
certos de que os ensaios utilizados nessa substituição refletem os efeitos que realmente 
estamos estudando (Presgrave, 2002). A busca continua e pesquisadores e o meio cientifico 
estão empenhados nesse embate, para isto deve-se conhecer os métodos e suas 
aplicabilidades, a seguir todos os métodos alternativos ao Teste de Draize, válidos e 





















TESTE DE DRAIZE  
Princípio do método: 
Utiliza-se 5 coelhos da raça nova Zelândia, machos ou fêmeas, hígidos e de peso corpóreo 
acima de 2Kg. O teste consiste na aplicação única de 100 uL ou 100 mg do produto no saco 
conjuntival de coelhos, com observações da evolução das lesões em 24, 48, 72 horas e 7 dias 
após a instilação, para avaliar as alterações que podem ocorrer nas estruturas do olho (córnea, 
íris e conjuntiva) e calcular a média dos escores máximos por substancia analisada. São 
graduadas as alterações de conjuntiva (secreção, hiperemia e quimose), íris (irite) e córnea 
(densidade e área de opacidade). Permite as seguintes classificações: não irritante  (NI), 
irritante leve (IL), irritante moderado (IM), irritante severo (IS) e irritante máximo (IM) ( 
Draize et al 1944, Kay et al 1962) 
 
Situação regulatória atual: (OECD 405/2012)  
Aceito pelas agências regulatórias mundiais (Vinardell & Mitians, 2008.,Nigan, 2009). 
 
Vantagens: 
 Procedimento padrão universal, aceito pelos órgãos oficiais para fins regulatórios, para 
avaliação da irritação ocular e o potencial de riscos de substancias químicas.  
 
Desvantagens:  
Sofre diversas críticas devido à utilização animal na experimentação.                               
Muitos alegam que é um teste de extrema crueldade, que causa dor e desconforto para os 
coelhos.                                                                                                                                
Apresenta limitações (diferenças consideráveis do olho do coelho e do ser humano). 
Subjetividade na sua resposta. Alto custo dos experimentos e da gestão dos biotérios (centros 
de criação de animais de experimentação), pois estes animais precisam de tratamento especial, 
como ser acondicionados, alimentados e mantidos nas melhores condições de saúde e higiene 
possível, caso contrário não podem ser usados para propósitos científicos (Office of 
Technology Assessment, 1986). 
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 BCOP  
Princípio do método: 
O objetivo do ensaio é avaliar quantitativamente o potencial irritante de um 
produto ou de uma substância química após aplicação sobre a córnea isolada de boi. O 
ensaio é baseado na medida da opacidade e da permeabilidade da córnea após o contato 
com o produto-teste.  
O teste é rápido, apresenta boa predição do grau de irritação ocular de uma grande 
variedade de substâncias e se mostra como uma alternativa confiável ao método in vivo 
(teste de irritação ocular de Draize) (PRICE & ANDREWS, 1985). 
Situação regulatória atual:  
Método Validado (OECD TG 437) 
Vantagens: 
Identifica substancias ou produtos que apresente um alto potencial irritante, grave a corrosivo 
ocular (OECD TG 437).   
 
Desvantagens:  
O opacitômetro OP-KIT apresenta algumas limitações, não demonstra resultados satisfatórios 
quando o grau de intensidade de irritação da amostra é inferior ao irritante corrosivo. 
Mas um novo opacitômetro baseado em luz laser (LLBO) para permitir a análise do 
Superfície corneana completa e avaliar suas características óticas foi desenvolido, todavia nao 
atinge essa limitação (Vertraelen et al 2013). 
Fornecedores e tempo de transporte. 
Não é tão sensível na distinção entre irritantes leves e moderados.                                                                









Princípio do método: 
O método de teste de Olho de Galinha Isolado (ICE) é um método de teste in vitro que pode 
ser usado para classificar substâncias como "corrosivos oculares e irritantes graves". O 
método ICE utiliza os olhos coletados de galinhas obtidos de matadouros onde são mortos 
para consumo humano, eliminando assim, a necessidade de animais de laboratório.                
Os efeitos tóxicos para a córnea são medidos por uma avaliação qualitativa da opacidade, uma 
avaliação qualitativa do dano ao epitélio com base na retenção de fluoresceína, uma medida 
quantitativa do aumento da espessura (inchaço) e uma avaliação qualitativa do dano 
morfológico macroscópico à superfície (OECD TG 438).  
 
Situação regulatória atual:  
Método Validado (OECD TG 438).   
Vantagens: 
O teste abrange amostras líquidas, pastas, géis, tensoativos e avalia o potencial de irritação e 
corrosivo ocular.  
Desvantagens:  
Limitação para sólidos e dificuldade de obter fonecedores, assim como a distância dos 












Princípio do método: 
Assim como o BCOP e ICE, que utilizam órgão isolados, este utiliza olhos de coelho 
isolados. Animais eutanasiados, utilizados para outros fins, tais como uma fonte de alimento. 
(Barile, 2010). 
Neste método as substâncias candidatas são aplicadas na córnea de olhos de coelho 
enucleados, de uma maneira similar ao teste ICE, em seguida realiza uma análise quantitativa 
dos efeitos das substâncias de ensaio na córnea, verificando o aumento da espessura 
(inchaço), opacidade e penetração da fluoresceína, bem como alterações morfológicas do 
epitélio corneano.  
 
Situação regulatória atual:  
Método Válido 
Vantagens:  
Protocolo padronizado aceito para a detecção de corrosivos oculares e irritantes graves. 
 
Desvantagens:  
Apresenta limitações para amostras sólidas. 
Mesmo sendo adequado para detectar amostras com potencial irritante ocular grave e 
corrosivo, devido apresentar taxas de precisão, falsas e negativas (35% a 40%), o ICCVAM 
não recomendou o método de rastreio e identificação de corrosivos oculares, irritantes graves 








TESTE IN VITRO DE CURTA DURAÇÃO 
Princípio do método: 
O método de ensaio de curta duração (STE) é um método in vitro que pode ser utilizado sob 
certas circunstâncias e com limitações específicas para a classificação e rotulagem de 
produtos químicos (substâncias e misturas) que induzem danos oculares graves, bem como 
aqueles que não requerem classificação para lesões oculares graves ou irritação ocular, 
conforme definido pelo Sistema Harmonizado Globalmente das Nações Unidas e 
Classificação e Rotulagem de Substâncias Químicas. 
Um ensaio in vitro baseado em citotoxicidade que é realizado numa monocamada confluente 
de células Statens Seruminstitut Cornea de Coelho (SIRC), cultivadas numa microplaca de 
policarbonato de 96 poços. Após cinco minutos de exposição a um produto químico de teste, 
a citotoxicidade é medida quantitativamente como a viabilidade relativa das células SIRC 
utilizando o ensaio de MTT.  
A diminuição da viabilidade celular é utilizada para prever potenciais efeitos adversos que 
levam a lesões oculares, sendo avaliada pela medição quantitativa, após extração das células, 
do sal de formazano azul produzido pelas células vivas por conversão enzimática do corante 
vital MTT. A viabilidade celular obtida é comparada com o controle do solvente (viabilidade 
relativa) e utilizada para estimar o potencial risco ocular do produto químico de teste.  
 
Situação regulatória atual:  
Método validado (OECD 491 /2015) 
Vantagens: 
Na sua guia de diretriz este apresentou uma precisão global de 85% (110/130), uma falsa taxa 
negativa de 12% (9/73) e uma taxa de falso positivo de 19% (11/57) em comparação com o 
teste de Draize. Foi relatado que 80% de uma solução caída no olho de um coelho é excretada 
através do saco conjuntival dentro de três a quatro minutos, enquanto que mais de 80% de 
uma solução caiam. O olho humano é excretado dentro de um a dois minutos . O método de 
ensaio STE tenta aproximar estes tempo de exposição e faz uso da citotoxicidade como ponto 
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final para avaliar a extensão do dano às células SIRC Após uma exposição de cinco minutos 
ao produto químico de teste. 
Este ensaio abrange amostras líquidas, sólidas e aerossóis, que apresentam coloração e possui 




Não é adequado para caracterizar amostras que apresente grau de irritação leve e para 




















Princípio do método 
A diretriz deste teste baseia-se numa construção comercial de tecido RTCE tridimensional 
que é produzida utilizando queratinócitos epidérmicos humanos primários, isto é, EpiOcular 
™ , SkinEthic™  (O método de teste SkinEthic ™ HCE envolve dois procedimentos de 
tratamento do tempo de exposição- uma para exposição de curta duração (10 min - SE) e 
outra para exposição de longa duração (60 min - LE)  
O epitélio corneano humano reconstruído (RhCE)  imita de perto as propriedades histológicas, 
morfológicas, bioquímicas e fisiológicas do epitélio corneano humano. O teste avalia a 
capacidade de um produto químico de teste induzir citotoxicidade numa construção de tecido 
de RhCE, medida pelo ensaio de MTT. A amostrade teste é aplicado topicamente a um 
mínimo de dois tecidos tridimensionais de RhCE e a viabilidade do tecido é determinada em 
comparação com os tecidos tratados com a substância de controle  negativo e é então utilizada 
para prever o potencial de perigo ocular do produto químico de teste.      
Construções e viabilidade do tecido é medida após a exposição e um período de incubação 
pós-tratamento. Os tecidos de RhCE são reconstruídos a partir de células humanas primárias, 
que foram cultivadas (OECD 492/ 2015).  
Situação regulatória atual:  
Método Validado (OECD 492/ 2015) 
Vantagens: 
É aplicável às substâncias e misturas, bem como aos líquidos (aquoso ou não aquoso), aos 
semi-sólidos, sólidos (solúveis ou insolúveis em água, que sempre que possível, devem ser 
triturados num pó fino antes da aplicação), cera e produtos que apresentem algum tipo de 
coloração e aerossois.  
Alta reprodutibilidade entre laboratórios (OECD 492). 
 
Desvantagens:  
Dados não encontrados, apenas uma limitação que acontece no Brasil, pois os tecidos 
SkinEthic ™ são propriedade da L'Oréal, que os desenvolve,  limitando o fornecimento deste 





Princípio do método: 
 É um método de ensaio in vitro que pode ser utilizado sob certas circunstâncias e com 
limitações específicas para classificar os produtos químicos (substâncias e misturas) como 
corrosivos oculares e irritantes graves, tal como definidos pela Organização das Nações 
Unidas Sistema Harmonizado de Classificação e Rotulagem de Substâncias Químicas. 
A substância de ensaio é aplicada à camada confluente de células cultivadas no lado apical do 
inserto. Uma exposição curta de 1 minuto é rotineiramente utilizada para reflectir a taxa de 
depuração normal em exposições humanas.   
A substância de teste é então removida e o corante fluorescente de sódio não tóxico e 
altamente fluorescente é adicionado ao lado apical da monocamada durante 30 minutos.                 
Neste método os efeitos tóxicos após um curto tempo de exposição à substância de teste são 
medidos por um aumento na permeabilidade da fluoresceína de sódio através da monocamada 
epitelial de células de rim canino Madin-Darby (MDCK) cultivadas em insertos permeáveis. 
A quantidade de fuga de fluoresceína que ocorre é proporcional aos danos induzidos por 
produtos químicos nas junções apertadas, junções desmosómicas e membranas celulares e 
pode ser usada para estimar o potencial de toxicidade ocular de uma substância de teste.         
 
Situação regulatória atual:  
Método Validado (OECD 460 /2012) 
Vantagens: 
Recomendado como um passo inicial dentro de uma abordagem Top-Down para identificar 
corrosivos oculares / irritantes graves, especificamente para tipos limitados de produtos 
químicos (ou seja, substâncias e misturas solúveis em água). 
Devido ao curto período de exposição às substâncias à base de água e misturas podem ser 
testadas puras, se puderem ser facilmente removidas após o período de exposição, isso 





Desvantagens:   
O método de ensaio FL não é recomendado para a identificação de produtos químicos que 
devem ser classificados como irritantes leves / moderados e não é adequado para previsão de 
substância de teste colorida e viscosa, pois ambos os tipos de produtos químicos são difíceis 
de remover da monocamada após o curto período de exposição e que a previsibilidade do 
























Princípio do método: 
É um teste simples, no qual utilizam-se hemácias de mamíferos, sendo caracterizado por 
“endpoints” definidos e objetivos (hemólise e desnaturação), usando como indicador desses 
fenômenos a oxiemoglobina. Desenvolvido por WOLFGANG et al., (1987) o ensaio avaliava 
somente o fenômeno de hemólise, frente a uma substância-teste. Em 1990, estes autores o 
padronizaram em termos de estimar o potencial de irritação de tensoativos e produtos que os 
contenham (xampus, sabonetes, produtos de limpeza, etc.) com modificação na metodologia, 
isto é, avaliando não só o dano causado na membrana celular dos eritrócitos (hemólise), mas 
também os danos causados nas proteínas celulares liberadas (desnaturação), que podem ser 
sensivelmente detectados pela mudança na absorbância da oxiemoglobina, indicador de 
ambos os processos ( WOLFGANG et al., 1990). 
 
Situação regulatória atual:  
É um método válido. 
Vantagens: 
O ensaio é rápido, barato, não requer equipamento especial e necessita somente de 1 hora por 
amostra (WOLFGANG et al., 1987, 1990);                                                                                                                
Capaz de predizer, com elevado nível de precisão (96%), a irritabilidade ocular de produtos 
cosméticos, cuja formulação contenha tensoativos, isto possibilita a seleção, e consequente 
exclusão de produtos de elevado poder tóxico, na eventualidade do emprego prévio do teste in 
vitro em associação ao Teste de Draize-Irritação Ocular;                                                                         
Um teste com alta capacidade de predizer o potencial de irritação oftálmica, podendo ser 
incluído na bateria dos testes alternativos usados associadamente ao ensaio in vivo, pois limita 
o emprego do Teste de Draize – Irritação Ocular para confirmar resultados negativos, 
excluindo-o frente a produtos irritantes.                                                                                                       







Segundo OKAMOTO et al., (1999), algumas limitações em termos de avaliação de 
determinados ingredientes cosméticos, que envolvem:  a presença de substâncias coloridas 
e/ou turvas, fatores que interferem com a medida da absorbância da hemoglobina;                            
O emprego de diferentes solventes que podem causar variações nas potências tóxicas das 
substâncias-teste;                                                                                                                           
A baixa preditibilidade do teste na presença de álcoois e a presença de meio ácido que pode 





















Princípio do método: 
Segundo a metodologia descrita no Journal Officiel de la Republique Française (1996) , o 
teste qualitativo, consiste na utilização de ovos fertilizados de galinha da raça Leghorn, livres 
de patógenos específicos (SPF – Specific Patogen Free), incubados por 10 dias a temperatura 
de 38ºC ± 0,5ºC e umidade relativa de aproximadamente 70%. Para cada produto são 
utilizados 4 ovos. No décimo dia de incubação se retira a casca do ovo ao redor da câmara de 
ar, evidenciando a membrana da casca. Sendo removida para exposição da membrana córion-
alantóide e aplica-se nesta última 300µL do produto, que se remove após 20 segundos de 
contato, lavando-se com solução salina isotônica a 37ºC. A membrana córion-alantóide deve 
ser examinada por cinco minutos e graduada para os efeitos irritantes, baseando-se na 
alteração dos vasos da membrana cório-alantóide, por meio da observação do tempo do 
surgimento de congestão, hemorragia e coagulação, possibilitando uma classificação ( 
NI,IL,IM e IS) de acordo com as faixas de graduação das lesões. 
Situação regulatória atual:  
Método valido e está no processo de validação. 
Vantagens: 
É um ensaio viável e de fácil realização quando comparados ao Teste de Draize.                                        
Tende a superestimar resultados obtidos in vivo, apresenta alta sensibilidade.                                  
Identifica com precisão todas as substâncias/produtos que são considerados não irritantes. 
Apresenta praticidade de execução, demonstra boa sensibilidade e não requer recursos 
financeiros altos (LUEPKE, 1985). 
 
Desvantagens:  
Basicamente identifica substancias/produtos não irritantes. Mesmo não utilizando o animal, 




Devido seu desfecho qualitativo e subjetivo, quanto a seus resultados, dificulta  a 
reprodutibilidade interlaboratorial, impactando negativamente no seu potencial de 
difusão/transferência para um grande numero de laboratórios. (Lagarto et al. 2006). Não 
apresenta boa predição do potencial irritante ocular para produtos opacos ou coloridos, 
pois dificulta a visualização dos efeitos hemodinâmicos ocorridos na membrana 
córioalantóide (VINARDELL & MITJANS, 2006) 
Apresenta resultados falso positivos, descritos na literatura e superestima os resultados; 























Princípio do método: 
Utiliza-se 4 ovos embrionados no seu décimo dia de incubação,ao expor a MCA coloca-se 
sobre ela um anel de silicone que delimita a área da aplicação do produto,e após aplicar 200 
L deixa-se agir por 20 segundo para posteriormente remover  com solução salina ou água 
destilada. Após esta etapa aplica-se 500 L do corante azul de tripan, deixando agir por 1 
minuto, no termino do tempo remove-o por 20 segundo com o auxílio de um pissete contendo 
agua destilada, em seguida com uma tesoura recorta-se a área da MCA delimitada pelo anel 
de silicone, depositando em um tubo de ensaio contendo 3 ml de formamida, levando para 
centrifugar com velocidade de 3.200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante é transferido para 
uma placa e faz a leitura em espectrofotômetro no comprimento de onda de 595 nm, a 
classificação é feita de acordo com a proposta elaborada por Lagarto, 2006, que apresenta 
faixas estipuladas para sua classificação (NI, IM e IS),  uma avaliação quantitativa, 
diferentemente do ensaio HET-CAM, que leva em consideração apenas os dados qualitativos 
(OLIVEIRA et al., 2012). 
Situação regulatória atual:  
Método Válido 
Vantagens: 
É um ensaio quantitativo viável e de fácil realização quando comparados ao Teste de Draize; 











Princípio do método: 
O método avalia a taxa de crescimento celular através da determinação colorimétrica da 
quantificação de proteínas totais contidas em cultura celular (SHOPSIS & 25 ENG, 1985 E 
VIAN et al., 1995). Assim, o ensaio tem como desfecho final a avaliação do efeito de uma 
determinada substância sobre o crescimento/proliferação celular, ou seja, o grau de inibição 
do crescimento celular provocado pela substância em questão fornece um indicativo de sua 
toxicidade (KNOX et al., 1986; CLOTHIER, 1995). 
A quantificação do teor de proteínas totais, é realizada após a lavagem das placas e a fixação 
das células que permaneceram vivas e aderidas após o contato com a substância-teste. 
 
Situação regulatória atual:  
Método Válido 
Vantagens: 
Este teste é considerado rápido, sensível, reprodutível, possui simplicidade de execução, custo 
relativamente baixo, requer reagentes com baixa toxicidade, é sujeito a automação e não é tão 
dependente das modificações fisiológicas celulares como os ensaios de viabilidade através da 
avaliação do metabolismo celular (SHOPSIS, 1985; KNOX et al., 1986; MARGIS & 
BOROJEVICH, 1989). 
Apresenta a possibilidade de se estocar as placas para um processamento posterior, além da 
realização de repetições do ensaio utilizando as mesmas microplacas. 
Vale ressaltar que o método proposto requer reagentes de baixa toxicidade e o corante azul 
brilhante de comassie, que é sabidamente menos tóxico que os corantes NR e MTT.  
 
Desvantagens:  
Apresenta certa dificuldade em correlacionar a metodologia in vitro com a 
Metodologia in vivo, assim como a baixa especificidade do método em questão, parece 
residir no fato de que o teste proposto demonstrou maior correlação com o efeito tóxico 
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ocorrido na conjuntiva, que por sua vez, é a estrutura ocular que recebe o menor peso 
durante a análise do teste de irritação ocular in vivo. 
Apesar de apresenta algumas limitações, pois quantifica as células indiretamente, ou 
seja, de forma relativa à quantidade de proteínas totais e os resultados obtidos são 























Citotoxicidade pelo método NRU 
Princípio do método: 
Assim como no método de citotoxicidade com MTT, neste ensaio utiliza-se cultura 
de células adicionada de um corante vital, i.e., o NR (ou seja, o corante vermelho neutro). O 
método mede a atividade de retenção do corante pelos lisossomas das células viáveis. A 
captação do NR pelas células viáveis é quantificada por espectrofotometria, através de um 
leitor automático de microplacas. O parâmetro final de avaliação também é o estabelecimento 
da IC50, concentração da substância-teste que inibe 50% do crescimento celular (ABREU 
2008) . 
 
Situação regulatória atual:  
Método Válido 
Vantagens: 
Este método é empregado para todo tipo de formulação 
 
Desvantagens: 
A única exceção para aplicar este método e que não deve utiliza-lo nas formulações que 
possuam propriedades fixadoras, como as formulações alcoólicas (ANVISA, 2003), pois a 
avaliação da acurácia de álcoois, ácidos fortes e substâncias alcalinas fica dificultada (TANI 
et al., 1999). 











Citotoxicidade pelo método MTT 
Princípio do método: 
Utiliza-se cultura de células, como a SIRC (linhagem celular derivada da 
córnea do coelho) ou outras, adicionadas do corante vital MTT [ou 3-(4,5 dimethyl 
thiazole-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide]. Este método mede a atividade 
mitocondrial das células viáveis em metabolizar sais de tetrazolium. O parâmetro final de 
avaliação é o estabelecimento da IC50 ( a concentração da substância-teste que inibe 50% do 
crescimento celular (ABREU, 2008). 
 
Situação regulatória atual:  
Método Válido 
Vantagens: 
Fácil reprodutibilidade e utiliza cultura de células. 
 
Desvantagens:  
Não aplicável a produtos insolúveis em água (ANVISA,2003).                                                














Este trabalho permite concluir que: 
✓ Existem métodos alternativos para irritação ocular; 
✓ Poucos são validados; 
✓ Os métodos validados são: Teste in vitro de curta duração para danos oculares, 
Epitélio corneal humano reconstruído, BCOP, ICE e FL; 
✓ Os métodos válidos são: HET-CAM, CAM-TBS,IRE,RBC,NRU,QPT e MTT; 
✓ A diversidade das estruturas oculares não permitem a substituição por somente 
um método; 
✓ Estuda-se a aplicação de uma bateria de testes capazes de, a partir de uma 
avaliação conjunta, substituir o uso de coelhos; 
✓ Através da utilização da bateria permite desenvolver um sistema hierárquico 
onde os animais sejam utilizados apenas para a confirmação da ausência de 
toxicidade, reduzindo ao máximo o risco; 
✓ Atualmente ainda há muitas discussões por parte de protecionistas e cientistas 
em relação à utilização de animais em testes de irritação ocular, assim como 
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